



















































ACI    autologous chondrocyte implantation 
BM-MSCs    bone marrow - derived mesenchymal stem cells  
COL1     type I collagen 
DAPI         4′, 6-diamidino-2-phenylindole 
DEM     detergent enzyme method 
FGF-2  fibroblast growth factor-2 
GAG          glycosaminoglycan 
IGF-I  insulin-like growth factor-I 
iPS cells       induced pluripotent stem cells 
MIF          macrophage migration inhibitory factor 
MMPs        matrix metalloproteinase 
PCNA        proliferating cell nuclear antigen 
PDGF        platelet-derived growth factor 
PLGA       polyglycolic acid  
PLLA       poly-L-lactic acid 
TGF          transforming growth factor 



























ヒト耳介より取り出した軟骨細胞を、DMEM/F12 に 5%血清、インスリン、FGF-2 を
添加した細胞増殖培地を用いて 1週間平面培養した後、0.5%アテロコラーゲンに 1.0 
× 107 cells/m の濃度で包埋し、体積 100 μl の組織片を作製した。この組織片に対し
て DMEM/F12 を用いた基礎培地、基礎培地に IGF-I を添加した分化誘導培地、細胞
増殖培地の 3 種類を用いて 3 週間の三次元培養を行い、基質産生の度合いを比較検
討した。次に、三次元培養再生軟骨組織に Detergent enzyme method（DEM:4%デオ
キシコール酸溶液中で振盪させ 3 時間で細胞膜を融解し、DNase-I 溶液中で振盪させ














では 5 cycle 以上を要するとの報告のあった脱細胞化の処理が、再生軟骨組織では 1 



























































































の処理が容易ではない 30)。Yang ら 31)は、ヒトの遺体から摘出した気管軟骨を粉末状
にした後に脱細胞化し、三次元の多孔性の足場素材として形成し直した。牛の骨髄




























































Modified Eagle’s Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham、Sigma-Aldrich）に溶かして作製
した 0.3 %コラゲナーゼ溶液に浸けて振盪処理（37°C、18 時間）を行った。その後
100 μm セルストレイナー（Falcon）で濾過を行い、遠心処理（440 g、5 分間）を行
って軟骨細胞を単離した後、セルバンカー（日本全薬工業）に再懸濁して－80°C で
凍結保存した（この時点でのヒト耳介軟骨細胞を Passage 0(P0)とする）。軟骨細胞を
使用する際は、解凍した軟骨細胞を I 型コラーゲンコートディッシュ 100 mm
（IWAKI）に 2.0 × 105 cells/dish の濃度で播種し、細胞増殖培地（DMEM/F12 に 100 
μU/ml ペニシリン・ストレプトマイシン (Sigma-Aldrich)、5 %ヒト血清(Sigma-
Aldrich)、100 ng/ml 線維芽細胞増殖因子(Fibroblast growth factor-2：FGF-2、ヒト由来








製した。氷上にて、ウシ由来 0.5 %アテロコラーゲン（川研）に A 液（MEM-
α(Sigma-Aldrich)、ペニシリン・ストレプトマイシン、超純水）と B 液（炭酸水素ナ
トリウム(和光純薬)、HEPES (DOJINDO)、水酸化ナトリウム(和光純薬)、超純水）
をそれぞれ 8:1:1 の割合で混合し、0.4 %アテロコラーゲンを作製した。ヒト耳介軟
骨細胞(P1)と 0.4 %アテロコラーゲンを 1.0 × 107 cells/ml になるように混和させ、一
様になるようによくピペッティングを行った。その後、6 mm × 6 mm × 3 mm の鋳型
（2%アガロース(TAKARA)を DMEM/F12 に混ぜて加熱して溶解させ、冷却ととも
に凝固させることで作製した。使用する際には、紫外線下に 3 時間以上静置するこ
とにより、滅菌処置を施した。）に 100 μl ずつ流し込み、37°C、5%CO2の環境下に
て 3 時間静置させ、ゲル化させた。ゲル化させた軟骨細胞と 0.4 %アテロコラーゲン
の混合物 100 μl は 25 ml コニカルチューブ（FALCON）に入れて静置させ、再生組
織 1 個あたり 10 ml の培地を添加し、3 週間の三次元培養を行った（37°C、5 % 




1) 基礎培地（basal medium） 
DMEM/F12 に 100 μU/ml ペニシリン・ストレプトマイシンを添加した溶液。 
2) 分化誘導培地（Differentiation medium） 
Basal medium に 1 μg/ml インスリン様成長因子-I（insulin-like growth factor-I：IGF-
I、ヒト由来メカセルミン(遺伝子組み換え)、Astellas）を添加した溶液。 
3) 細胞増殖培地（Proliferation medium） 






Enzyme Method（DEM）を参考にした 34,35)。まず三次元組織を、超純水 1 ml 中に 10
分、計 2 回静置して洗浄を行った。洗浄の後、4%デオキシコール酸 1 ml（和光純
薬）につけ、室温で 3 時間シェイカーの上で振盪させ、細胞膜を破壊した。振盪
後、超純水 1 ml 中に 10 分間、計 2 回静置して洗浄した。その後、DNase-I の溶液
100 μl  (DNase 10 μl (1 unit/μl in 50% glycerol, 10mM Tris-HCl, pH 7.5, 10mM 
CaCl2, 10mM MgCl2: SIGMA-ALDRICH)、10×Reaction buffer 10 μl(1 ml of 200 mM 
Tris-HCL, pH 8.3, 20mM MgCl2：SIGMA-ALDRICH)、超純水 80 μl)につけ、室温で
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3 時間シェイカーの上で振盪させ、核を三次元組織から除去した。振盪後、超純水 1 
ml 中に 10 分間、計 2 回静置して洗浄した。組織は 4°C、PBS にて保存し、ここまで
の経過を 1 cycle とした。1、3、5 cycles での脱細胞化の度合い、基質の状態を観察




った（図 2）。前述した手順に沿って、分化誘導培地による 3 週間の三次元培養を行
い、DEM 1 cycle を経て、脱細胞化組織を作製した。4°C、PBS で保存していた脱細
胞化組織を超純水で 10 分間、計 2 回洗浄した。脱細胞化組織作製に用いた軟骨細胞
とは別の患者由来のヒト耳介軟骨細胞(P1)を基礎培地に混和させ、1.0 × 107 cells/ml
の細胞懸濁液を作製した。細胞懸濁液 100 μl を、22 G 針と 1 ml シリンジを使用し、
脱細胞化組織の上面と下面から、それぞれ 5 か所、側面に 2 か所、計 12 箇所穿刺注
入した。注入後、組織から浸みだした細胞懸濁液は回収し、脱細胞化組織につけて
室温でシェイカー上で 20 分間振盪させた。その後、組織を回収し、25 ml コニカル
チューブに 10 ml の培地を添加し、培養を行った（37°C、 5%CO2、培地交換 2 回/
週）。用いる培地は、基礎培地、細胞増殖培地の 2 つで比較検討した。培養期間は 7









胞）を再挿入し、3 週間、25 ml コニカルチューブにて細胞増殖培地を用いて培養を
行い、再挿入組織を作製した。免疫不全マウスに 2%イソフルラン（AbbVie）で吸入
麻酔を行い、70%エタノールで皮膚の消毒を行った。背部正中にメスにて 10 mm の
皮膚切開をおき、剪刀にて背部の皮下組織を剥離して組織片を挿入するポケットを
作製した。組織片をスパーテルを用いてマウス背部皮下に挿入した。皮膚の切開部











して 0.15%コラゲナーゼ溶液を作製し、軟骨組織を振盪（130 rpm、7.5 時間、37°C）
させた。溶液は 100 μm セルストレイナーで濾過した後に遠心分離（1500 rpm、5 分
間）し、上清を吸引し、沈殿した軟骨細胞を得た(Passage 0: P0)。細胞はマウス用細
胞増殖培地（DMEM/F12、100 μU/ml ペニシリン・ストレプトマイシン、100 ng/ml 
FGF-2、5%ウシ胎児由来血清（Gibco®）、5 μg/ml インスリン）にて平面培養を行っ


















に、ヒト耳介軟骨細胞(P1)と C57BL/6 マウス耳介軟骨細胞(P2)を再挿入して 3 週間
培養し、細胞の生着や成熟の度合いを検討した。 
7 蛋白測定（グリコサミノグリカン(glycosaminoglycan: GAG)、I 型コラーゲン、II
型コラーゲン） 
 それぞれの実験で回収した組織片を半分に切断し、蛋白測定のための検体として
使用した。組織は 0.4 ml の 0.05 M 酢酸を加えてハサミで可能な限り細切し、ホモジ
ェナイザーで更に細断した後、0.05 ml ペプシン（10 mg/ml dissolved in 0.05 M acetic 
acid）を加えて攪拌し、4°C 、48 時間静置して酵素処理した。その後、0.05 ml 
10×TSB（1.0M Tris-2.0 M, NaCl-50 mM CaCl2, pH 7.8-8.0）、0.05 ml のエラスターゼ（1 
mg/ml dissolved in 1×TSB. pH 7.8-8.0）をそれぞれ加え、攪拌し、4°C、24 時間静置し
て酵素処理を行った。処理を終えた溶液に遠心処理（10,000 rpm、5 分間）を施し、
その上清をサンプルとして使用することとした。グリコサミノグリカン測定は、
sGAG Alcian Blue Binding Assay Kit（Euro-Diagnostica B.V.）を用い、添付のプロトコ
ルに従って測定した。I 型、II 型コラーゲンは、I 型、II 型コラーゲン蛋白測定用
Capture ELISA キット（Chondrex）を用い、添付のプロトコルに従って測定した。そ












は、軟骨基質を明らかにするために I 型コラーゲン、II 型コラーゲン、および X 型
コラーゲンを染色し、細胞の増殖活性を示す PCNA（proliferating cell nuclear 
antigen）抗原を染色し、細胞死をみるために TUNEL 法（TdT-mediated dUTP nick end 
labeling）で染色した。I、II、X 型コラーゲンは、1 次抗体としてそれぞれ Anti-type I 
collagen antibody Rabbit polyclonal(LSL CO、LTD)、Anti-type II collagen antibody 
Rabbit polyclonal(abcam®)、Anti-type X collagen antibody Rabbit polyclonal（abcam®）
を用いた。PCNA は、1 次抗体として PCNA antibody Rabbit polyclonal（abcam®）を
用いた。TUNEL 法は、TACS2 TdT in situ Apoptosis Detection Kit（TREVIGEN®）を
用いて添付されたプロトコルに従って染色した。パラフィン切片を脱パラフィンし
た後に PBS 溶液で 5 分間洗浄し、I 型コラーゲンでは 0.1%トリプシン-EDTA 溶液
（Sigma-Aldrich）、II 型コラーゲン、X 型コラーゲンでは 2.5%ヒアルロニターゼ溶液
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（和光純薬）で 37°C、30 分間賦活化処理を行った。PCNA ではターゲットレトリー
バー溶液（DAKO）で 95°C、20 分間、その後室温で 10 分間賦活化処理を行った。
PBS 溶液で 5 分間、2 回洗浄した後に 3%過酸化水素水溶液（和光純薬）で 40 分
間、室温で内因性ペルオキシターゼのブロッキングを行った。続いて 10%標準ヤギ
血清（ニチレイ）を用いて 2 時間、室温で非特異的反応のブロッキング反応を行っ
た。その後、I 型コラーゲン抗体は 6000 倍希釈、II 型コラーゲン抗体は 200 倍希
釈、X 型コラーゲン抗体は 1000 倍希釈、PCNA 抗体は 500 倍希釈を行った後、一次
抗体反応を over night、4°C で行った。翌日に PBS 溶液で 5 分間、計 2 回洗浄した
後、ビオチン標識ヤギ抗ウサギ免疫グロブリン抗体（Biotinylated Goat anti-rabbit 
immunoglobulins 抗体（DAKO）1000 倍希釈）を用いて二次抗体の反応を 30 分間、
室温で行った。PBS 溶液で 5 分間、計 2 回洗浄後に VECTASTAIN ABC キット（フ
ナコシ）を用いて 30 分間、室温にて反応させた。PBS 溶液で 5 分間、計 2 回洗浄後
に DAB（3,3-diaminobenzidin tetra-hydrochloride、VECTOR）溶液に 20～60 秒反応さ
せ、ペルオキシターゼ染色反応を行った。ミリ Q 溶液で 5 分間洗浄した後、I 型コ







度を調べるため、山岡ら 36)の報告を参考に、Venustron tactile sensor(Axiom)を用い




の組織を、0.1 M カコジル酸緩衝液に 2%パラホルムアルデヒドと 2.5%グルタルアル






 データ解析は、JMP Pro software version 13（SAS Institute Japan）を用いた。データ







































DEM 1 cycle から、組織全体において核は著明に脱落しており、もともと軟骨細胞が
存在していた小腔が際立つ所見が得られた。DEM の cycle を繰り返しても、形状や
構造は維持されていることがわかった。細胞核を特異的に染める DAPI による蛍光
染色での観察でも、DEM 1 cycle においてほとんどの核が脱落して、脱細胞化が奏功
したことがわかった。細胞数を定量的に測定した結果においても、1 cycle で著明な
細胞核の減少が示された（図 5B）。トルイジンブルー染色での観察では、5 cycle ま
で回数を繰り返しても、メタクロマジーの減退はあまり見られなかった。 





同様に、DEM の cycle を繰り返しても、有意な減少は見られなかった。本実験に
て、DEM のプロセスは、三次元組織の軟骨基質の形状や構造を破壊することなく、
脱細胞化を有効に行える手段であることが明らかとなった。DEM 1 cycle にて十分に



























胞増殖培地を用いた細胞挿入群では、培養 3 週間後では有意な増加を認めた。I 型コ












































































































































役割をもつことが示唆されている 38)。Adkisson ら 39)は、再生軟骨由来の軟骨細胞で
は、MHC Class II 抗原や B7 family といった T 細胞免疫反応の誘導に必要な細胞表面
分子の発現が抑えられているとの報告をしている。また藤原ら 40)は、マクロファー









作用することが知られている 42-44)。本研究では 1 μg/ml の IGF を用いて、軟骨細胞の
再分化を誘導した。In vitro での培養における培地の選択については様々な検討がさ















が出来るとは言い難い 30)。本研究で用いた DEM cycle も、生体から取り出した気管





















































































葉系幹細胞（mesenchymal stem cells: MSCs）や人工多能性幹細胞（induced pluripotent 
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図 4 三次元培養による再生組織の変化 





TB ：トルイジンブルー染色、弱拡大（×4） scale bars: 1000 μm 
HE ：ヘマトキシリン・エオジン染色 弱拡大 (×4) scale bars: 1000 μm 






偏差で示し、有意差を算出した。（Turker-Kramer test: **p<0.01、* p<0.05） 
 
図 5  三次元組織の脱細胞化の検討 
分化誘導培地を用いて 3 週間の三次元培養を行って産生した三次元組織に、
Detergent Enzyme Method (DEM)を行って脱細胞化処理を加えた。脱細胞化処理前の
control 群と、DEM 1, 3, 5 cycles 施行した組織の形状、構造を比較検討した。 
A）肉眼および組織学的解析 
上段：肉眼的所見 
TB ：トルイジンブルー染色 弱拡大（× 4）scale bars: 1000 μm 
HE ：ヘマトキシリン・エオジン染色 強拡大（× 20）scale bars: 100 μm 
DAPI：DAPI 蛍光染色 (× 20) scale bars: 100μm 
B)  細胞数計測  
DAPI 蛍光染色にて顕微鏡で撮影された画像を用いて、組織内の一定範囲の細胞数を
カウントし、場所を変えて計 5 か所計測し、平均±標準偏差を算出し,各群同士の有




定した。I 型コラーゲン蛋白と II 型コラーゲン蛋白は Elisa 法を用いて測定した。デ
ータは平均±標準偏差で示し、有意差を算出した。（Turker-Kramer test ** p<0.01、* 
p<0.05） 
 
図 6 脱細胞化組織への細胞再挿入検討 1 
脱細胞化組織にヒト耳介軟骨を再挿入し、3 週間培養を行った。基礎培地と細胞増殖
培地の 2 種類を用いて検討した。 
A ) 肉眼所見および組織学的解析 
  左上：肉眼所見  
右：トルイジンブルー染色 弱拡大 (× 4) scale bars: 1000 μm 
B ） 生化学的解析： グリコサミノグリカンはアルシアンブルー比色定量法を用
いて測定した。I 型コラーゲン蛋白と II 型コラーゲン蛋白は Elisa 法を用いて測定し
た。データは平均±標準偏差で示し、有意差を算出した。（Turker-Kramer test ** 
p<0.01、* p<0.05） 
 
図 7 脱細胞化組織への細胞再挿入組織の検討 2 
A ) 組織学的検討 
ヘマトキシリン・エオジン染色 強拡大 (× 20) 







意差を算出した。（Turker-Kramer test ** p<0.01、* p<0.05） 
 
図 8 脱細胞化組織への細胞の再挿入検討 3 
組織学的検討 HE：ヘマトキシリン・エオジン染色 
免疫組織学的検討 COL I: I 型コラーゲン蛋白、COL II: II 型コラーゲン蛋白、COL 
X: X 型コラーゲン蛋白 Scale bars: 100 μm 
 
図 9 脱細胞化組織と再挿入組織の力学的特性の測定と SEM 解析 
A) 0.4%アテロコラーゲンゲル、三次元組織、脱細胞化組織、再挿入組織の力学的強
度を調べるため、Venustron tactile sensor (Axiom)を用いて、ヤング率と最大圧迫強度
を計測した。各組織を 1 個に対して位置を変えて 5 回の計測を行い、その平均値±
標準偏差を算出し、各群の有意差を算出した。（Turker-Kramer test ** p<0.01、* 
p<0.05） 
B）走査型電子顕微鏡による構造解析 
(× 20000) scale bars: 2 μm  
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 図 10 再挿入組織のヌードマウス皮下移植による検討 




トルイジンブルー染色 弱拡大 ( × 4 ) scale bars: 1000 μm 
B) 生化学的解析 
グリコサミノグリカンはアルシアンブルー比色定量法を用いて測定した。I 型コラー
ゲン蛋白と II 型コラーゲン蛋白は Elisa 法を用いて測定した。データは平均±標準偏
差で示し、有意差を算出した。（ Turker-Kramer test ** p<0.01、* p<0.05 ） 
 




した。 TB：トルイジンブルー染色 弱拡大 ( × 4 ) scale bars: 1000 μm 
HE: ヘマトキシリン・エオジン染色 強拡大（× 20）scale bars: 100 μm 
 





期間は 1 日、7 日、21 日で検討を行った。 
A) 組織学的解析 ヘマトキシリン・エオジン染色 強拡大（× 20）scale bars: 100 
μm  
B) 組織学的解析 強拡大（× 20） Scale bars: 100 μm 
HE：ヘマトキシリン・エオジン染色 
PCNA：proliferating cell nuclear antigen 
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胞 C57BL/6 Balb/c （ー）
図 11 免疫正常（BALB/c）マウス皮下移植検討
TB
HE
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図 12 脱細胞化組織への異種細胞の再挿入検討
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